




















Abstract: Recent evidence has shown  that  inflammation can contribute  to all  tumorigenic states. 
We have investigated the anti‐inflammatory effects of a diamine‐PEGylated derivative of oleanolic 
acid (OADP), in vitro and in vivo with inflammation models. In addition, we have determined the 
sub‐cytotoxic concentrations  for anti‐inflammatory assays of OADP  in RAW 264.7 cells. The  in‐
flammatory process began with incubation with lipopolysaccharide (LPS). Nitric oxide production 
levels were also determined, exceeding 75%  inhibition of NO  for a concentration of 1 μg/mL of 
OADP. Cell‐cycle analysis showed a reversal of  the arrest  in  the G0/G1 phase  in LPS‐stimulated 
RAW 264.7 cells. Furthermore,  through Western blot analysis, we have determined  the probable 






effects  could  represent  an  effective  therapeutic  strategy  against  inflammation  and  tumorigenic 
processes. 








and studied, offering  the potential  to decrease excessive  inflammation associated with 
many diseases  [1]. Our research group has recently  investigated  the anti‐inflammatory 
effect of various diclofenac derivatives [2]. 
Previous studies have reported the in vitro and in vivo anti‐inflammatory effects of 
various  triterpenoids. Several  triterpenic saponins have significantly  reduced NO pro‐
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cytokines, such as  the tumor necrosis  factor (TNF‐α),  interleukine‐1 β  (IL‐1β),  interleu‐
kine‐6  (IL‐6), and  interleukine‐8  (IL‐8)  [3].  In addition, SH479, a derivative of betulinic 
acid,  ameliorated  experimental  autoimmune  encephalomyelitis  in  a mouse model  by 
modulating the Th17/Treg balance, on inhibiting the signal transducer and activator of 










oleanolic  acid  elicited  a better  anti‐inflammatory  response  in male Wistar  rat used  as 
models of inflammation than did triterpenic acid [8,9]. 
Olives  are  a  rich  source of pentacyclic  triterpenes  such  as oleanolic  and maslinic 
acids. Oleanolic acid is present in high concentrations in olive pomace, which represents 
37% of  the  total  triterpenoids  in  this  fruit  [10]. The concentration of  this compound  in 





PEGylation  is  a  technique  that  enables  ethylene  glycol  units  to  bond  to  drugs, 
forming linear or branched polymers with different molar masses, which improve their 
bio‐distribution and bioavailability  [13]. Our research group performed PEGylation re‐
















cells  such  as macrophages,  producing  PGs  that  induce  different  inflammatory  states 
[22,23]. Disruption of the activation of this process can lead to aberrant cell growth, can‐
cer cell transformation, angiogenesis, and metastasis. To evaluate the in vivo topical an‐
ti‐inflammatory effects of OADP, we used  the animal model of  induced ear edema  in 
mice  [24].  In  this  model,  inflammation  is  provoked  by  topical  treatment  with 
12‐O‐tetradecanoylphorbol 13‐acetate (TPA), a phlogistic factor that causes the activation 




in  vitro  studies,  determining NO  release  at  different  sub‐cytotoxic  concentrations  of 





the  underlying  anti‐inflammatory  molecular mechanisms  activated  by  OADP.  Thus, 







phage  cells,  we  incubated  these  cells  at  increasing  concentrations  (0–100  μg/mL)  of 
OADP for 72 h (Figure 1). Cell viability was analyzed using the MTT assay, where the 







diclofenac were  obtained  from Galisteo  et  al.  2020  [2]. The use of  these  sub‐cytotoxic 







In  the  inflammation  process, NO  is  produced  by  inducible  nitric  oxide  synthase 
(iNOS)  and,  as  the main pro‐inflammatory mediator, plays  a key  role  in  the  immune 
system. Murine macrophage cells RAW 264.7 were used to study the anti‐inflammatory 
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of OA and diclofenac,  in each case at both 48 h and 72 h of  treatment. The  IC50 NO  for 
OADP at 48 h (1.09 ± 0.01 μg/mL) and 72 h (0.95 ± 0.01 μg/mL) were significantly lower 
than for OA (31.28 ± 2.01 μg/mL for 48 h and 42.91 ± 0.27 μg/mL for 72 h) and diclofenac 
(53.84 ± 2.25 μg/mL  for 48 h and 50.50 ± 1.31 μg/mL  for 72 h)  (Figure 3). Thus, OADP 
proved to be some 30‐fold more anti‐inflammatory than OA and about 50‐fold more than 
diclofenac. 











cycle  (Figure 4). RAW 264.7 cells were  treated with LPS  for 24 h  to  induce  the  inflam‐
matory  process,  after which  the  cells were  treated with OADP  for  72  h  at  the  corre‐
sponding sub‐cytotoxic concentrations. A significant growth arrest occurred during the 
G0/G1 phase in the positive control (100%) compared to the negative control (49.6%). A 
DNA  histogram  analysis  revealed  that OADP was  capable  of  reversing  LPS‐induced 
cell‐cycle arrest in the G0/G1 phase. When the cells were treated with OADP at the cor‐






division.  These  results  show  no  significant  variations  for  the  different  sub‐cytotoxic 
concentrations used,  indicating that OADP has anti‐inflammatory effects at all the con‐
centrations tested. The changes were not significant in the G2/M phase of the cell cycle. 





























The  activation of pro‐inflammatory  cytokines  is one of  the  central processes  that 
occur during  the  induction of  the  inflammatory  response. TNF‐α and  IL‐1β are potent 
pro‐inflammatory  cytokines  capable of  recruiting  immune  cells and  triggering  inflam‐
mation. TNF‐α is a pro‐inflammatory cytokine produced by various immunocompetent 
cells,  including macrophages, neutrophils, Th1/Th2 cells, and dendritic cells.  IL‐1β  is a 
pro‐inflammatory  cytokine produced by B  cells,  endothelial  cells,  and  fibroblast  cells. 
However, its release is linked to an acute and chronic inflammatory process, inducing the 
acute‐phase reaction and favoring prostaglandin synthesis. The results of the Griess test 



















Figure  6.  Western  blot  of  the  levels  of  TNF‐α  (A)  (p26)  and  IL‐1β  (B)  (p31)  proteins  on 
LPS‐stimulated Raw 264.7 cells, after treatment with OADP for 72h at the ½ IC50 and ¾ IC50 con‐
centrations.  Protein  expression  levels  are  expressed  as  arbitrary  intensity  units  for  each  band 
compared  to  arbitrary  intensity  units  for  actin  (p45).  Variations  in  the  relative  percentages  of 
TNF‐α and IL‐1β expression for each concentration are also shown. The values represent means ± 




The uncontrolled  inflammatory process can  lead  to tissue damage and various in‐
flammatory diseases, such as autoimmune disorders, cardiovascular diseases or tumor‐
igenesis. It is well known that stress and inflammatory cytokines induce phosphorylation 







RAW 264.7 cells. The results  indicate that  in non‐stimulated RAW 264.7 cells  (negative 
control)  iNOS  and COX‐2  expression was  very  low, whereas  in  LPS‐stimulated  cells 
(positive control) the protein levels rose markedly (14‐fold with respect to iNOS expres‐
sion and 10‐fold with respect to COX‐2 expression, compared to the negative control). As 











concentrations. Protein expression  levels are expressed as arbitrary  intensity units  for each band 
compared  to  arbitrary  intensity  units  for  actin  (p45).  Variations  in  the  relative  percentages  of 
TNF‐α and IL‐1β expression for each concentration are also shown. The values represent means ± 
S.D. of  at  least  two  separate  experiments. Key:  (**)  p  <  0.01  and  (***)  p  <  0.001, with  respect  to 
LPS‐treated control cells (positive control). 
The  IκBα protein  (NF‐κB  inhibitory protein alpha)  inhibited NF‐κB,  is  inactivated 
and  degraded  by  phosphorylation,  resulting  in  p‐IκBα.  To  further  explore  the  an‐
ti‐inflammatory role of OADP in LPS‐stimulated Raw 264.7 cells, we used Western blot 
analysis  to  evaluate  the  expression  level  of  the  p‐IκBα  protein.  This  level  rose  some 
480‐fold more in LPS‐stimulated Raw 264.7 cells than in the negative control (Figure 7C). 
In  addition,  OADP  significantly  reduced  the  expression  level  of  the  p‐IκBα  protein 
compared to the positive control. After treatment with LPS for 72 h, the expression levels 
of  the  protein  p‐IκBα  clearly  increased,  but  a  co‐treatment with  LPS  and  OADP  at 
sub‐cytotoxic concentrations significantly attenuated this expression in a dose‐dependent 
manner (30% at ½ IC50 and 58% at ¾ IC50), compared to the positive control (Figure 7C). 
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flammatory cells, compared  to  the control  treated with TPA  (Figure 9A). Furthermore, 
diclofenac and OADP reduced these impairments, markedly reducing ear thickness (by 
21%  and  35%,  respectively)  compared  to  the TPA‐treated  control  (Figure  9B). Topical 
pre‐treatment with OADP alleviated the lesion more effectively than did diclofenac, as it 
notably depressed the development of erythema (Figures 9A,B). 






























inflammation becomes  fundamental  in  tumor development,  stirring  intense  interest  in 
developing  new  anti‐inflammatory  agents  that  have  significant  anticancer  properties 
[27]. Natural products, often used as an alternative to synthetic drugs  in these types of 








During  the  inflammation process,  various  types  of  leukocytes,  lymphocytes,  and 
other  inflammatory  cells  are  activated.  Macrophages  prove  crucial  in  various 
inflammatory diseases by  inducing  the expression of pro‐inflammatory mediators  [29]. 
LPS  is  a  strong  inducer  of monocytes  to macrophages,  stimulating  the production  of 
pro‐inflammatory mediators  [30]. Macrophage stimulation  is  represented by expanded 
cell size and extension of the cytoplasm. Other changes in stimulated macrophages serve 





general,  NO  inhibitors  provide  excellent  opportunities  to  design  new  therapeutic 
methods  for  inflammatory diseases  [32].  In  the present work,  the  inhibitory activity of 




more  insight on  this anti‐inflammatory effect, we calculated  the effective doses at 50% 
NO inhibition (IC50 NO) after 48 h and 72 h of treatment with OADP and found that the 
IC50  NO  for OADP  at  48 h were  significantly  lower  than  for OA  and diclofenac, being 
30‐fold more anti‐inflammatory than OA and about 50‐fold more than diclofenac (Figure 
3). The  flow‐cytometry results revealed  the anti‐inflammatory effect of OADP  in RAW 
264.7 cells at the corresponding sub‐cytotoxic concentrations tested. Furthermore, OADP 
exhibited anti‐inflammatory activity at 72 h of treatment by reversing the cell‐cycle arrest 





irregular  in  shape with multiple prominent  cytoplasmic projections  and dendritic  for‐
mations,  after  stimulation with  LPS  (positive  control).  After  72  h  of  treatment  with 
OADP,  at  different  sub‐cytotoxic  concentrations,  the  degree  of  cell  propagation  and 
dendritic formation diminished markedly, in a dose‐dependent manner (Figure 5). 
The NF‐κB and MAPK pathways are essential  in  regulating  the production of  in‐
flammatory cytokines in activated macrophages such as TNF‐α, IL‐1β, and IL‐6. TNF‐α 
participates in various processes such as cell survival, apoptosis, and necrosis, by stimu‐
lating  TNF  receptors  and  related  pathways,  such  as  NF‐κB  and  MAPKs  [33].  The 
LPS‐induced pattern of macrophage activation leads to high production of inflammatory 
mediators,  such  as  TNF‐α,  IL‐1β,  and  IL‐6.  This  model  is  widely  used  to  detect 
anti‐inflammatory drugs [34]. 
Triterpenoids  and  their derivatives have  an  effective  inflammatory  effect both  in 
vitro  and  in vivo.  Inhibition of MAPKs pathways  in  the  anti‐inflammatory  actions of 
several triterpenoids has been observed. For example, ursolic acid (UA) inhibited mito‐
gen‐induced  phosphorylation  of  ERK  and  JNK  and  prevented  the  activation  of  im‐
munomodulatory  transcription  factors  such  as NF‐κB, NF‐AT,  and AP‐1  in  T  and  B 
lymphocytes [35]. OA decreased the levels of TLR4 and NF‐κB and MAPKs in the mouse 
model with salmonella‐induced intestinal inflammation [36]. Indole OA derivatives, in‐
hibited  the  expression of proteins of p‐p38, p‐JNK, p‐ERK, p‐NF‐κB p‐Akt,  iNOS  and 
COX‐2, and enhanced the expression of Nrf2 in LPS‐activated BV2 cells [37]. 
Lupeol  has  been  found  to  impede  the  expression  of  pro‐inflammatory  cytokines 







other  hand,  OA  reportedly  prevented  colitis  by  inhibiting  Th17  cells  and  the 
down‐regulation of the expression of interleukin IL‐1β, NF‐κB, MAPK, and RORγt in the 
colon  [42].  CDDO‐Me,  a  semi‐synthetic  derivative  of  OA  has  been  found  to  induce 
downregulation of the expression of F4/80, CD11c, COX‐2, IL‐6, KI67, NF‐B, and TNF‐α 
[43]. 
















sitization,  and  edema. The  inhibition  or down‐regulation  of COX‐2  expression  blocks 
PGE2 synthesis and inhibits inflammation [46]. 























with diclofenac and OADP  showed a  significant anti‐inflammatory  effect by  reducing 
these morphological measurements. These results were confirmed by a histopathological 
analysis  (Figure 9), where OADP reduced edema and  leukocyte  infiltration better than 
did  diclofenac.  The  production  of  IL‐6  was  also  evaluated.  Treatment  with  OADP 
stemmed IL‐6 production more effectively than did the diclofenac treatment, resulting in 
a 250%  inhibition  in cytokine production,  this being 60% greater  than with diclofenac 
(Figure 10). 
In  this  sense,  other  triterpenoids  such  as  Lupeol,  have  been  effective  against 
TPA‐induced  inflammation  in  acute  ear  edema mouse model, which  also  decreased 






reducing  serum  levels  of  pro‐inflammatory  cytokines  IL‐6  and  IFN‐γ  [35].  Indole 
oleanolic  acid  derivatives  inhibited  the  expression  of  pro‐inflammatory  cytokines 
(TNF‐α, IL‐6, IL‐12 and IL‐1β) and  increased  the expression of anti‐inflammatory cyto‐
kine IL‐10 [37]. 
With  the  results  found  and  considering  the  bibliographic  data  on  the  an‐






pression of pro‐inflammatory  cytokines  such as TNFα,  IL‐1β or  IL‐6, and  the proteins 
that are expressed in pro‐inflammatory processes such as COX‐2 or iNOS. 










TPA  is used as a  tumor promoter. For example,  induction of skin carcinoma,  in a  two 
stages carcinogenesis mouse model [51], where the tumorigenic process is initiated with 




cell proliferation  in HepG2 human hepatoma cancer cell  line  [17], and against  inflam‐
matory processes. Due to these results, we defend that OADP can be a good agent against 
tumorigenic processes. However,  it will be necessary  to accomplish  future  trials  in  in‐
flammation models derived from cancer growth or genetic defects or chronic tissue de‐
generation/infection, similar to those performed with maslinic acid  in  intestinal  tumor‐
igenesis  in ApcMin/+ mice  [41]. Further  studies will be necessary  to  establish  the  an‐
ti‐inflammatory potential of OADP  against  chronic  inflammation diseases  such  as  ar‐
thritis or Parkinson’s. In this sense, it would be interesting to determine the role of OADP 
to counteract inflammation after neurodegeneration, in microglia murine cell line model 
stimulated  by  LPS  [52]. Although  the  anti‐tumor  and  anti‐inflammatory  potential  of 
OADP is clear, it will be necessary to perform all these studies before carrying out any 
clinical trials. 






France),  DMSO  (Merck  Life  Science  S.L.,  Madrid,  Spain),  and 
3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyltetrazolium  bromide  (MTT)  (Thermo  Fisher 
Scientific Inc., Ward Hill, MA, USA). IL‐1β, tumor necrosis factor alpha TNF‐α, p‐IκB‐α, 
iNOS,  and COX‐2 primary  antibodies,  and  anti‐rabbit,  anti‐goat,  and  actin  secondary 









was added  slowly  to  a  solution of  4,7,10‐trioxatridecane‐1,13‐diamine  (H2N‐PEG‐NH2, 
6.8 mmol) in CH2Cl2 (20 mL). The reaction mixture was maintained at room temperature 
for 12 h, and then was diluted with water and extracted three times with CH2Cl2. After 
the organic  layer was dried with  anhydrous Na2SO4,  the  solvent was  removed under 
reduced pressure, and  thus  the H2N‐PEG‐NH‐Boc  (85%) was produced  [16]. In a  flask 





















dium, supplemented with  2 mM  glutamine,  10%  heat‐inactivated  FCS,  0.5  μg/mL  of 













medium was placed  in  each well. After  1.5 h of  incubation,  the  formazan was  resus‐






































cells and  cells  treated with  the  compounds under  study. Subsequently,  the  cells were 

























TBS  buffer  containing  0.1%  Tween  and  5%  milk  powder  at  room  temperature  and 
washed with TBS buffer containing 0.1% Tween. The membranes were blotted overnight 
at 4°C, with primary antibodies: rabbit polyclonal interleukin IL‐1β (1/200 dilution), goat 





vealed  using  the ChemiDoc XRS  Image  System  (Bio‐Rad Laboratories, Hercules, CA, 












Edema was  induced by  topical  administration of TPA  in  acetone,  specifically  2.5 
μg/ear. In groups of 8 individuals, the mice were treated on both surfaces of the right ear 































concentration  in homogenization buffer  (PBS,  0.1 M PMSF,  0.5% BSA,  10 mM EDTA, 
leupeptin  5  μg/mL).  Two  freeze‐thaw  cycles were  performed  to  break  down  the  cell 
membranes. The homogenates were centrifuged at 5000× g for 5 min. Finally, the super‐




















weakened  the  expression  of  pro‐inflammatory  cytokines  such  as  TNFα  and  IL‐β  in 
LPS‐stimulated macrophages.  This  in  turn  decreased  inflammatory  proteins  such  as 
iNOS and COX‐2 and  inhibited NO production, a crucial  inflammatory mediator. Fur‐













turn  subsequently hinders p‐IκBα and NO production  (Figure 11). Thus,  these  results 
suggest  the  possible  pharmacological  use  of  OADP  as  a  potent  and  effective  an‐
ti‐inflammatory agent in acute and chronic inflammatory diseases. 
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